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$$!摘$要"$目的$?,W'W+'(被认为是联系肥胖与 " 型糖尿病的脂肪因子& 本研究旨在探讨 2,W'W+'( 基因过表

达对胰岛
!

细胞株?X6-=F增殖的影响& 方法$体外培养?X6-=F大鼠胰岛
!

细胞'通过 .SV6A;5!<2,W'W+'(真核

表达质粒转染?X6-=F细胞'筛选稳定表达株& 采用四甲基偶氮唑盐# T̀T$法检测细胞增殖'采用?T</%?法验证

?,W'W+'( -?6A水平及检测 PB%P<; 的-?6A水平'd,W+,2( E4*+法检测AI+的总蛋白和磷酸化水平& 结果$过表达

2,W'W+'(的?X6-=F细胞增殖速度显著低于正常对照组##_#5#=$& 过表达2,W'W+'(的?X6-=F细胞中AI+磷酸化水

平为正常对照组的 #5> 倍##_#5#=$'而 PB%P<; -?6A水平为正常对照组的 ;5" 倍##_#5#=$& 结论$ ?,W'W+'(

基因过表达减缓了胰岛
!

细胞?X6-=F的增殖'其机制可能与上调了 PB%P<; 从而导致AI+下调有关&

!中国当代儿科杂志##/!/#!#$!%&+$ 0+O"

!关$键$词"$?,W'W+'(%增殖%胰岛
!

细胞

!中图分类号"$?;7@ 8;;$$!文献标识码"$A$$!文章编号"$!##: 8::;##"#!#$#! 8##@; 8#@

H4<8<68989:8C86<*)689<>;897?) 54;;HMQ?=Z'*7;834*)6879

=5'.()*' R5'42(' %&,67FG:)09(2' 45FG()013' 7'-820T3)*>?(@/$AB()A3CT("@2$/A3$J9(E2H2)(' 6/)O2)* FG2D0

E$()N"&3"@2A/D' 6/)O2)* 9(E2H/D')2I($"2AJ' 6/)O2)* "!##"7' FG2)/ #7:380T' KB/2D* !$*:3l)OB:>(E:>H)$

$$&C<6*)56* DCE4568F4$?,W'W+'( f1W+&*ZG&++*4'(I +&,*E,W'+U+*+U.," 0'1E,+,W5T&'WW+Z0U1'-,0 +*'(R,W+'G1+,+&,

,[[,S+*[2,W'W+'( *( '(WZ4'(*-1S,44.2*4'[,21+'*(5G46:7A<$.SV6A;5!<2,W'W+'( f1W+21(W[,S+,0 '(+*21+'(WZ4'(*-1S,44W

?X6-=F5%,44.2*4'[,21+'*( f1W1WW,WW,0 EU+&, T̀T1WW1U5T&,2,W'W+'( 1(0 PB%P; -?6A4,R,4Wf,2,1WW,WW,0 EU

?T</%?5T&,+*+14AI+4,R,41(0 +&,.&*W.&*2U41+'*( W+1+ZWf,2,1WW,WW,0 EUd,W+,2( E4*+5H4<>;6<$T&,*R,2<,\.2,WW,0

2,W'W+'( '(&'E'+,0 +&,?X6-=FS,44.2*4'[,21+'*( ##_#5#=$5PB%P<; ,\.2,WW'*( f1WZ.<2,GZ41+,0 EU2,W'W+'( *R,2<

,\.2,WW'*( #;5" [*40W*R,2+&,S*(+2*4% #_#5#=$5AI+.&*W.&*2U41+'*( f1W0*f(<2,GZ41+,0 EU2,W'W+'( *R,2<,\.2,WW'*(

##5> [*40 *R,2+&,S*(+2*4% #_#5#=$5I795;><879<$?,W'W+'( '-.1'2W+&,21+'(WZ4'(*-1S,44?X6-=F.2*4'[,21+'*(5T&'W

-'G&+E,1++2'EZ+,0 +*10*f(<2,GZ41+'*( *[AI+4,R,4S1ZW,0 EU'(S2,1W,0 PB%P<; ,\.2,WW'*(5

!I:89J I7964?'.4A8)6*' #/!/' !# #!$*+$ 0+O"

$$K4= L7*A<*$?,W'W+'(% /2*4'[,21+'*(% X(WZ4'(*-1S,44

$$胰岛
!

细胞功能障碍是 " 型糖尿病的重要病

理生理变化'胰岛
!

细胞增殖减缓是其功能障碍的

重要原因!!"

& 各种因素均可导致胰岛
!

细胞的增

殖速度减缓'如缺氧)细胞因子变化等!""

& ?,W'W+'(

是一个脂源性细胞因子'由于近年来发现2,W'W+'( 在

胰岛中也有一定量的表达'提示它可能参与胰岛
!

细胞功能的调节!;"

& 已发现 2,W'W+'( 能抑制胰岛
!

细胞中的胰岛素受体后信号转导通路'并引发胰岛

!

细胞的胰岛素抵抗'从而提示 2,W'W+'( 这一脂源性

细胞因子也可能是胰岛
!

细胞功能的重要调节因

子之一!@"

& 在胰岛
!

细胞的功能研究中'因为原代

培养难度大'大鼠胰岛
!

细胞株#?X6-=F$广泛运

用于胰岛
!

细胞的研究& ?X6-=F细胞被证实是研

究
!

细胞增殖)凋亡及胞内信号转导的首选细胞

株!="

& 细胞因子信号蛋白#PB%P<;$是参与胰岛素

信号转导途径调节的一个重要信号分子'可抑制

X?P#胰岛素受体底物$蛋白中酪氨酸位点的磷酸化

而调节胰岛素所产生的生物学效应& 研究证实

PB%P<; 和胰岛
!

细胞的增殖)凋亡密切相关'PB%P<

; 激活将导致
!

细胞增殖减慢)凋亡增加!@"

& 本研

究旨在探讨2,W'W+'( 基因过表达对胰岛
!

细胞增殖

的影响& 本研究以 ?X6-=F为研究对象'通过 .S<

(;@(



第 !" 卷第 ! 期
"#!# 年 ! 月

$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$

中国当代儿科杂志
%&'( )%*(+,-. /,0'1+2

3*45!" 6*5!

)1(5"#!#

V6A;5!<2,W'W+'( 真核表达质粒转染 ?X6-=F细胞'

观察胰岛
!

细胞增殖的变化'评价2,W'W+'( 对胰岛
!

细胞增殖的影响& 同时检测了 PB%P<; 的 -?6A的

表达变化'和AI+总蛋白和磷酸化水平的变化'初步

探讨2,W'W+'(与?X6-=F细胞增殖的关系&

!"方法

!%!"HMQ?-Z的培养

?X6-=F由南京医科大学韩晓教授馈赠'采用

!>@# 培养基#C'ES*'X(S5$加 !#]胎牛血清#C'ES*'

X(S5$'在 ;9n)=] %B

"

培养箱中培养'每 " 天换液

! 次& 实验分组*对照组为未转染的 ?X6-PF细胞%

空载组为转染 .SV6A;5!N空载质粒的 ?X6-=F细

胞%2,W'W+'( 转染组为转染 .SV6A;5!N<2,W'W+'( 质粒

的?X6-=F细胞&

!%#"四甲基偶氮唑盐$GWW%法检测细胞增殖

将?X6-=F均匀接种于 7> 孔板中'待到检测时

间点'换用无血清培养基'每孔加入 T̀T!#

'

J

#= -GK-J$'轻轻摇匀';9n)=] %B

"

条件下继续

孵育 @ && 弃去含 T̀T的培养液'用生理盐水轻柔

洗一遍'倒干液体'每孔加入 @#

'

J溶解剂#V̀ PB$'

轻轻摇匀'室温孵育 !# -'(& 用 OJXPA仪测定波长

为 =@# (-时的吸光度'以反映细胞增殖状况&

!%$"H4<8<689基因过表达HMQ?-Z的获得

T2'Q*4一步法提取大鼠脂肪组织 -?6A'采用

?T</%?法扩增大鼠2,W'W+'( 基因全编码区SV6A片

段'所用引物序列如下&

上游引物含 N1-D酶切位点*=<C%ACCAT%%

ATCAACAA%%TTT%AT<;%下游含 p&*酶切位

点*=<TAT%T%CAC%CCCAA%%AA%%%C%<;'产

物大小 ;>" E.'/%?产物纯化回收后'N1-D和 p&*

双酶切后'T@ 连接酶连接'插入 .SV6A;5!N表达载

体& 转化 )̀!#7 感受态大肠杆菌后挑单克隆测序

鉴定'测序验证正确&

去内毒素抽提 .SV6A;5!N<2,W'W+'('在 ?X6-=F

细胞融合度 9#]'无血清培养基饥饿过夜& .S<

V6A;5!N<2,W'W+'(质粒与 FZG,(> 脂质体预混的液

体加入 ?X6-=F培养上清& !" & 后换液'并加入

C@!: 筛选稳定表达细胞株& ?T</%?验证 2,W'W+'(

-?6A水平'冻存鉴定正确细胞株&

!%+"HW@.IH检测 *4<8<689和 RDIR$ ?HQ&的

表达

T2'Q*4一步法提取?X6-=F细胞的总?6A'经电

泳验证'测定 A">#KA":# 比值 !̂5:& 定量后取总

?6A!

'

G'以 B4'G*#0T$ != 为引物进行逆转录反

应& 取逆转录产物 !

'

J为模板进行/%?扩增 =:n

退火& 所用引物及/%?反应如下&

?,W'W+'(*正向 =c<%%%ATCCATCAAC%%AT%

AC%;c'反向 =c<CT%%%ATCAC%%A%AC%%AC<

;c'产物大小 !:# E.';# 个循环% PB%P;*正向 =c<

%A%AC%AACTTT%%%C%%C%%<;c'反向 =c<CTC

%A%%AC%TTCACTA%A%A<;c'产物大小 ;>> E.'

;# 个循环%

!

<1S+'(*正向 =c<TAAACA%%T%TATC%

%AA%A%ACT<;c'反向 =c<%A%CATCCACCCC%%

CCA%T%AT%<;c'产物大小 "@# E.'": 个循环&

所选用/%?反应的模板量及循环数均使 /%?

产物量位于反应曲线的线性范围内& /%?产物电

泳后'以 Y3/凝胶密度扫描仪对各基因和
!

<1S+'(

基因特异性扩增产物的电泳条带进行密度扫描'用

J1Ef*2I ;5# 软件分析电泳条带密度值&

!%-"\4<64*9C;76法检测 &̂ 6总蛋白水平和磷酸

化水平

总蛋白)磷酸化蛋白提取及d,W+,2( E4*+法检测

参照文献!>"

& /NP 洗涤细胞 " 次'收集细胞'加入冰

预冷的裂解液#含蛋白酶抑制剂 S*SI+1'4$ 并置于冰

上裂解)离心'收集上清液#同时测定上清蛋白水

平$& 上清液于 !## n煮沸变性)等量蛋白上样&

!#]十二烷基硫酸钠<聚丙烯酰胺凝胶#PVP</AC$

电泳后'转膜& ; ]NPA室温封闭 " & 后'加入 AI+

和 .<AI+抗体#!m! ###$ @ n孵育过夜& TNPT#/NP

加 #5!] Tf,,( "# $ 洗膜& 加过氧化物酶标记的二

抗#!m= ###$ 室温孵育 ! &'洗膜& O%J法#增强化

学发光$ 检测并用J1Ef*2I ;5# 软件测定密度值&

!5O"统计学分析方法

数据以均数 L标准差 #!L"$ 表示'并采用

P/PP !!5# 统计软件进行数据整理和统计& 两小样

本均数之间的比较'经方差齐性分析 .检验后'选

择A或Ac检验& #_#5#= 示差异有显著性&

#"结果

#%!"H4<8<689过表达的鉴定

在转染空载的 ?X6-=F细胞中有少量的 ?,W'W<

+'(表达'而转染有 .SV6A;5!<2,W'W+'( 的 ?X6-=F细

胞2,W'W+'( -?6A是转染空载的 ;5= 倍'证实本过表

达2,W'W+'(的?X6-=F细胞筛选有效'见图 !&

#%#"HMQ?-Z的增殖

在过表达 2,W'W+'( 的 ?X6-=F中'其增殖率显著

下降'见图 "&

(@@(
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$$图 !"H4<8<689?HQ&表达"转染 .SV6A;5!<2,W'W+'( 质粒

的细胞的2,W'W+'( -?6A表达量显著高于转染空载质粒& 1*与空载

组比较'#_#5#=
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$$图 #"HMQ?-Z的增殖"

?,W'W+'(过表达下调了?X6-=F的

增殖& 1*与空载组比较'#_#5#=

#%$"RDIR@$的?HQ&水平

在脂肪细胞和肝脏中 2,W'W+'( 引起胰岛素抵抗

是通过激活 PB%P<; 实现的& 在过表达 2,W'W+'( 的

?X6-=F中'PB%P<; 的 -?6A水平高于空载转染

组'见图 ;&
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$$图 $"RDIR$ ?HQ&水平"

?,W'W+'(过表达上调了 PB%P;

的-?6A水平& 1*与空载组比较'#_#5#=

#%+"&̂6的磷酸化水平

在过表达 2,W'W+'( 的 ?X6-=F中'AI+的磷酸化

水平显著低于正常对照组'而 AI+的总蛋白水平无

变化'见图 @&
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图 +"&̂ 6的磷酸化水平"

?,W'W+'( 过表达下调了 AI+的磷

酸化水平& 1*与空载组比较'#_#5#=&

$"讨论

胰岛
!

细胞功能障碍是 " 型糖尿病重要病理

生理变化& 在 " 型糖尿病发病前'机体出现胰岛素

抵抗'此与糖原代谢密切相关!9"

& 胰岛
!

细胞功能

代偿使血糖维持在正常水平%而当胰岛素
!

细胞功

能出现障碍后'机体将出现难治性的高糖血症& 胰

岛
!

细胞增殖减缓或增殖障碍是胰岛
!

细胞功能

障碍的重要原因!:"

& 目前关于脂源性细胞因子与

胰岛
!

细胞功能的关系日益受到学者们的重视&

?,W'W+'(是由 P+,..1( 等!7"于 "##! 年在小鼠脂

肪组织中所发现的新脂源性细胞因子& 研究发现'

在2,W'W+'(转基因鼠中'发生了胰岛素刺激的葡萄糖

转运障碍!!#"

& 在细胞水平的研究显示'2,W'W+'( 能诱

导骨骼肌)肝脏和脂肪细胞的胰岛素抵抗!!!<!;"

& 在

2,W'W+'(与胰岛
!

细胞关系的研究中发现' 2,W'W+'(在

胰岛中也有一定量的表达!;"

%2,W'W+'( 能抑制胰岛
!

细胞中的胰岛素受体后信号转导通路'并引发胰岛

素抵抗!!@"

%在2,W'W+'( 干预下的胰岛
!

细胞葡萄糖

刺激的胰岛素释放CPXP功能显著降低!@"

&

为进一步研究 2,W'W+'( 与胰岛
!

细胞增殖的关

系'本研究采用 .SV6A ;5!<2,W'W+'( 质粒转染

?X6-=F细胞'C@!: 筛选稳定表达株& 因现有的

2,W'W+'( 抗体效价都偏低'故使用 ?T</%?法从

-?6A水平验证转染效率& 发现2,W'W+'(过表达显著

下调了 ?X6-=F细胞的增殖& 先前的研究发现'

2,W'W+'( 能诱导胰岛素靶器官*骨骼肌)肝脏)脂肪的

胰岛素抵抗& 本研究证实'2,W'W+'( 还影响胰岛
!

细

胞的增殖'这可能是2,W'W+'(参与了 " 型糖尿病发病

的另一机制&

(=@(
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本研究发现'2,W'W+'( 能显著上调胰岛
!

细胞

PB%P<; 的-?6A水平& 研究显示 2,W'W+'( 诱导脂肪

细胞和肝脏的胰岛素抵抗主要是通过激活 PB%P<;

来实现的& 在胰岛靶器官'如脂肪细胞和肝细胞中'

PB%P; 的激活主要会诱导细胞内胰岛素信号转导通

路的下调表现为脂肪细胞摄取糖和肝细胞合成糖原

能力的下调!!"' !="

& 而在胰岛
!

细胞中'PB%P<; 的激

活将会下调胰岛素信号转导通路'显著下调AI+的活

性'对胰岛
!

细胞的存活和增殖产生影响!!>"

&

随后的研究发现'2,W'W+'( 能显著下调胰岛
!

细

胞AI+的磷酸化水平'AI+的活性#磷酸化调节$是

胰岛
!

细胞存活和增殖调节的中心靶标!!>"

& AI+

活性受抑制'胰岛
!

细胞将易受损伤因素的影响'

同时增殖能力减弱%而 AI+的激活能保护胰岛
!

细

胞免受损伤因素的影响'同时增殖能力增强!!>"

&

综上所述'过表达 2,W'W+'( 能下调 ?X6-=F细胞

的增殖& 其机制可能与2,W'W+'(激活 PB%P<; 及其抑

制AI+的磷酸化有关&
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(消息(

全国第八届儿童发育和早产儿优化发展临床学术研讨会

暨学习班征文通知

儿童早期发展和早产儿等高危新生儿早期干预涉及多学科合作'为了把这些交叉学科及专业的科研成果让大家

共享'由中国优生优育协会)中华预防医学会主办的全国第八届儿童发育和早产儿优化发展临床学术研讨会暨学习班

定于 "#!# 年 9 月 !> 日至 "# 日在北京召开& 会间将邀请国内外著名的围产医学)儿童早期干预)儿科临床)儿童保健'

小儿眼科)康复医学等方面的专家做专题报告'并授予国家级医学继续教育学分& 会议征文可为涉及儿童早期发展)

高危儿早期干预基础)临床)营养)保健)管理)康复)心理)教育等各方面内容的论文& 稿件寄至北京市宣武区清芷园

!!号楼N座 !#= 号宝篮贝贝儿童早期发展中心'鲍秀兰)孙淑英收& 邮编*!###=@& 联系电话*#!#>;=":=@=%或投稿至

E1*\4l!>;Eh5S*-& 截稿日期*"#!# 年 = 月 != 日&

(>@(




